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背 景
タンパク質の翻訳後修飾には，リン酸化などの酵
素による修飾と，生体共存物質による非酵素的修飾
がある。前者は代謝調節などに重要な機能を発揮す
るのに対し，後者は酵素の活性中心近傍の場合，生
理的には害となる場合が多い。タンパク質はグルコ
ースのような還元糖と共存すると，タンパク質中の
側鎖アミノ基，つまりリジン残基と還元糖が非酵素
的に反応しシッフ塩基を形成しアマドリ転移反応を
経由して最終的なNε-カルボキシメチルリジン（CML）
やペントシジンなどの糖化最終産物（advanced
glycationendproducts:AGEs）へ変化する。この非
酵素的修飾でよく知られているタンパク質としてヘ
モグロビンA1cがある。このタンパク質はヒトの
1～2カ月間の血糖値コントロールを反映しており，
ヘモグロビンβ鎖のN末端バリンの修飾状況を測
定することで高血糖状況にあるか否かを判定できる。
一方，ヘモグロビンと同様に糖化されグリコアルブ
ミンとなることで知られるヒト血清アルブミン（HSA）
は，血清中に約4g/dlと血清タンパク質の半分以
上を占め，約2週間の血糖値コントロールの状況を
反映する。HSAは分子量約 66500Daの単純タン
パク質で585個のアミノ酸で構成されており，その
中に59個ものリジン残基がある。
HSAの機能は多彩で，タンパク質合成における
アミノ酸の運搬，疎水性の脂肪酸，ホルモン，薬物
の輸送担体としての機能，浸透圧維持などがあり，
様々な生理機能で恒常性の維持に関わっているため，
それぞれの結合部位に関する研究も多数報告されて
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Humanserum albumin（HSA）isanabundantplasmaproteinandismodifiedbyglucose
in plasma.Theincubation ofHSA with glucoseat37℃ forfourweeksresultedin the
formationofcarboxymethylysinein11sitesoflysineresiduesofHSA（65,190...Ⅰ,199,233,
313,378...Ⅱ,402,432,519,525,573...Ⅲ）.Thesameexperimentswithoutglucoseshowedno
carboxymethylysineformation.
Althoughearlystudiesestablishedthatfourlysineresidues（Lys199,Lys281,Lys439and
Lys525）hadbeenmodifiedbynonenzymaticglycosylation,carboxymethylationsofLys281and
Lys439werenotdetectedinthisexperiment.Mostcarboxymethylationoflysineresiduesin
HSA waslocatedindomainⅢ inourstudy.
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いる［13］。一方，アルブミンの翻訳後修飾に関する
報告も多数存在し，糖尿病患者におけるHSAでは
主に4カ所（Lys199，Lys281，Lys439，Lys525）のリ
ジンが糖化を受けると報告されている［4］。HSAが
様々な物質の輸送担体として働く理由としてはその
高次構造中にいくつかの結合サイトをもち，そのサ
イトとリガンドの親和性によって結合の有無が決ま
ることが挙げられる。HSAの高次構造は三つのド
メイン構造（ドメインⅠ，ドメインⅡ，ドメインⅢ）を持
っており，ドメインⅡとドメインⅢには薬物を結合
させるサイト（Arg197～Glu297，Pro384～Tyr497）［5］
が存在する。グルコースは水溶性で血液を介して各
組織に運搬されるが，HSAは血清中に多量に存在
するタンパク質であることから，そこに存在するリ
ジン残基は，血液中で運搬されるグルコース，すな
わち血糖と常に接触し非酵素的糖化反応が起きるの
は必然的事態で，糖尿病患者などにおいてはその確
率が増すことが知られている。血液中のグルコース
量が長時間高い状態に維持されると，タンパク質と
グルコースによる非酵素的糖化反応が進む。この非
酵素的糖化反応はHSA自体の高次構造や結合サイ
トの崩壊を引き起こし，様々なHSAの機能に影響
を及ぼすものと思われる。
そこで，筆者らは HSAとグルコースによる in
vitroの非酵素的糖化反応を起こさせ，HSAのリジ
ン残基の修飾部位と各種結合部位との関連について
検討を行うことを本研究の目的とした。そのため，
リジン残基の糖化産物として知られている，Nε-カ
ルボキシメチルリジン（CML）のHSA中における
部位をLC-MS/MSを用いて解析した。
実験方法
試薬:
ヒト血清アルブミン（HSA）は和光純薬製（LotNo.
TLL2018），トリプシンはプロメガ製（V5113），その
他の試薬は試薬特級および質量分析用グレードを使
用した。
糖化反応:
HSAの糖化は反応混液の最終濃度が HSA（5
mg/ml），グルコース（10mg/ml）を窒化ナトリウ
ム（0.28％）リン酸カリウム緩衝液（pH7.4）（26mM）
となるように調製した試料溶液1.0mlを5本用意
し，1本はそのまま－28℃で凍結保存し，残り4本
を37℃，暗所で反応を開始させ，1週間ごとに1本
ずつ取り出し，実験に使うまで－28℃ で凍結保存
した。コントロールとしては上記反応混液のうちグ
ルコースのみを加えないものを2本調製し，同様に
0週間，4週間反応させた試料を調製した。
タンパク質の還元アルキル化およびトリプシン消化:
試料の一次構造解析にあたり，あらかじめ試料の
還元カルボキシアミドメチル化を既報［6］に従って
行った。糖化HSAの2mgを7Mグアニジン塩酸
塩，10mM エチレンジアミン四酢酸を含む 500
mMトリス塩酸緩衝液pH8.5に置換し，そこにジ
チオトレイトールを嫌気的に10mg添加混合し容
器内の空気を窒素に置換し2時間室温に放置，タン
パク質内のジスルフィド結合を還元した。その後
25mgのモノヨードアセトアミドを加え暗所で0.5
時間室温放置し還元カルボキシアミドメチル化を行
った。還元カルボキシアミドメチル化後，試料を透
析チューブに移し50mM炭酸水素アンモニウムに
暗所で充分に透析した。透析を完了した糖化HSA
試料にモル比で1/100量のトリプシンを添加し，
37℃で24時間の加水分解を行った。
LC-MS/MS分析:
上記のトリプシンで加水分解した糖化HSAは凍
結乾燥後，0.2mlの超純水に溶解しLC-MS/MSの
試料とした。 消化ペプチドの MS分析は AB
SCIEX社製のTripleTOF4600型を使用し，イオ
ン化法はエレクトロスプレーイオン化のポジティブ
モードを用いた。
LC-MS/MS条件はABSCIEX社のTripleTOF
4600型に島津製作所製のNexeraXR HPLCシステ
ム（ポンプ:LC-20ADXR，オートサンプラー:SIL-20AC，
システムコントローラー:CBM-20A，カラムオーブン:CTO-
20AC）を接続し，カラムCapcelPakC8Column
（SG300Å 5μm 4.5×250mm）（資生堂製）を用い，
カラムオーブン温度:25℃，流速0.5ml/min，0.1％
ギ酸を含む水溶液中でアセトニトリル濃度を 0％
（0min）から45％（50min）の直線濃度勾配で分析
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時間を50分間に設定し分離分析した。解析はデー
タベース:SwissProtとソフトウェア:Mascot
（MATRIX SCIENCE社製）を用いて行った。CML
の同定のために，増加質量（Dynamicmodification）
である58.0055Daをリジン残基に当てはめた。
結果および考察
Fig.1にはLCで分離されたHSAのトリプシン
消化ペプチドのクロマトグラフィーを示した。Fig.
1（a）はグルコースを添加せずに37℃で4週間放
置したControlHSAの消化ペプチド，Fig.1（b）
はグルコースを添加して 37℃ で 4週間放置した
SampleHSAの消化ペプチドのクロマトグラフィ
ーであるが，かなりの箇所でイオン強度や溶出時間
の違いが認められた。
そこでグルコース存在下で0，1，2，3，4週間（以
下それぞれS0，S1，S2，S3，S4とする），およびグルコ
ース非存在下で0，4週間（それぞれC0，C4）放置し
たHSAのトリプシン消化物のLC-MS/MS分析を
すると，C0，C4，およびS0の試料ではCMLは検
出されなかったが，S1，S2，S3，S4の試料ではす
べてにおいてCMLが検出された（Table1）。なお，
この表に示されるペプチドはMascotを用いた解析
でScoreClearされたCMLを含むペプチドのみを
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Fig.1 Totalioncurrentchromatogramsoftrypticdigestsof（a）controlHSA（C4）
and（b）sampleHSA（S4）
提示している。
以上の結果をHSAで知られている3つのドメイ
ンに存在するリジン残基に当てはめて考えると，S1
ではドメインⅢに1カ所，S2ではドメインⅠに1
カ所とドメインⅢに4カ所，S3ではドメインⅠに
1カ所とドメインⅡに4カ所とドメインⅢに4カ所，
S4はドメインⅢのみに4カ所で，CMLが検出され，
S2～S4の糖化箇所の再現性から考察するとLys432，
Lys519，Lys525が糖化されやすいと結論できる。
以前の報告［4］では，糖尿病患者の血清から得られ
たHSAのinvivoでの糖化箇所を，ケトアミン付
加体の 3H-NaBH4ラベル化産物のトリプシン消化
で得たが，それらの糖化部位のうち，今回の実験で
はLys281，Lys439のCML化は検出されなかった。
また，今回使用したHSAの検査報告書によると電
気泳動法による含量が98％であること以外，脂肪
酸含量など混入成分の記述はないが，血中の遊離脂
肪酸は99％以上はHSAに結合して存在すると言わ
れているので，実験に用いたHSAに脂肪酸が結合
していた可能性は否定できない。その場合，脂肪酸
の結合位置は各ドメインに分布して合計7カ所存在
し，とくに薬物の結合しやすいサブドメインのⅡA
とⅢAに結合部位が集中している［1］。そこで，
HSAの三次元構造上で今回の糖化されやすいと考
えられるLys432，Lys519，Lys525をFig.2に示し
てみると，CML化部位はドメインⅢB近傍に集中
していた。脂溶性の高いビリルビンはドメインⅡA
に結合し抗酸化機能の維持に役立っているが［5］，今
回の結果はドメインⅢに存在するLys432，Lys519，
Lys525がCML化されていたので，HSAで確認さ
れている各サイトにこれ等の脂肪酸やビリルビンが
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Table1 ThelocationofCMLsitesdetectedinglycatedHSA（SampleHSA）
Peptid-
Start
Sequence
Peptid-
End
CML
の位置
S1 S2 S3 S4 Dm
52 TCVADESAENCDcmKSLHTLFGDK 73 64 ○ I
187 DEGcmKASSAK 195 190 ○ Ⅰ
198 LcmKCASLQK 205 199 ○ Ⅱ
226 AEFAEVScmKLVTDLTK 240 233 ○ Ⅱ
287 SHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVEScmK 313 313 ○ Ⅱ
373 VFDEFcmKPLVEEPQNLIK 389 378 ○ Ⅱ
390 QNCELFEQLGEYcmKFQNALLVR 410 402 ○ Ⅲ
429 NLGcmKVGSR 436 432 ○ ○ ○ Ⅲ
501 EFNAETFTFHADICTLSEcmKER 521 519 ○ ○ ○ ○ Ⅲ
525 cmKQTALVELVK 534 525 ○ ○ ○ Ⅲ
574 cmKLVAASQAALGL 585 574 ○ ○ Ⅲ
cmK:carboxymethylysineresidue,Dm:ドメイン
Fig.2 ThethreedimensionalstructureofHSA
andthesitesofCMLs
ThelocationoflysineresiduesinHSAare
giveninspacefilmodels.
Gray:unmodifiedlysine
Black:CML
ThisstructureisbasedonPDBfile1UOR
存在し，ドメインⅢには脂肪酸などの結合サイトが
ないために，糖化箇所がサイトⅢに集中したのかも
しれない。また，近年の報告ではCML化される箇
所が Lys12，Lys51，Lys93，Lys159，Lys205，
Lys233，Lys276，Lys286，Lys378，Lys414，Lys
439，Lys538，Lys545などの糖化も報告されてい
る［7］。実験に使用するHSAの状態による違いや，
糖化による AGEsが CMLに限られる訳ではない
ため，HSAの糖化箇所の同定にはより詳細な検討
が必要である。
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